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 略語一覧表 
 
α-SMA: α-smooth muscle actin 
Ca: calcium 
DM: diabetes mellitus 
DMSO: dimethyl sulfoxide 
DR: diabetic retinopathy 
FITC: fluoresceinisothiocyanate 
GABA: gamma-aminobutyric acid 
HDAC: histone deacetylase 
HED: human equivalent dose 
HUVECs: human umbilical vein endothelial cells 
IC50: half maximal (50%) inhibitory concentration 
mTOR: mammalian target of rapamycin 
Na: sodium 
NG2: neuron-glial antigen 2 
OIR: oxygen-induced retinopathy 
P: postnatal day 
pS6: phosphorylated ribosomal protein S6 
QOL: quality of life 
VEGF: vascular endothelial growth factor 
VEGFR: vascular endothelial growth factor receptor 
VHL: von Hippel-Lindau 
VPA: valproic acid 
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有し、その内の約 70% が 60 歳以上であることが示されている。ヒトの知覚情
報の約 80% は、視覚から入力するため (Katoh, 2017)、視覚障害を有するとい
うことは、生活の質 (quality of Life: QOL) に大きな影響を及ぼすと考えられる。
平成 28 年度の厚生労働省による調査では、日本人の後天性失明原因は、第 1 
位が緑内障 (28.6%)、次いで、網膜色素変性症 (14.0%)、糖尿病網膜症 (diabetic 
retinopathy: DR) (12.8%)、黄斑変性症 (8.0%)、網膜脈絡膜萎縮 (4.9%) の順であ













Figure 1  日本人の後天性失明原因 
日本人の後天性失明原因の割合を示している。(厚生労働科学研究費補助金難治性疾患
















	 DR は、糖尿病 (diabetes mellitus: DM) の三大合併症の 1 つであり、古くか
ら日本人の後天性失明原因の上位に位置している。また、平成 28 年の厚生労
働省による国民栄養・健康調査では、日本における DM が強く疑われる者と 
DM の可能性を否定できない者とを合わせると 2000 万人にも達することが示
されている。そのため、合併症である DR は、決して見過ごすことのできない
疾患である。DR の発症には DM 罹病期間が大きく関わることが知られている。
日本眼科医会では、平均すると DM を発症してから 15 年で約 40% の患者が 
DR を発症すると報告している。また、厚生省の平成 3 年度の糖尿病調査研究
報告書では、2 型 DM 患者において DR の発症率が、DM 罹病期間 5 年未満










Table 1  DR の病期ごとの病態及び主な眼底所見 



























factor: VEGF) の発現を増大させ、網膜異常血管新生を誘導する (増殖網膜症)。
異常新生血管は、非常に脆く、破綻すると眼内出血を引き起こし、それが原因
となって、著しい視力低下や失明へと至る可能性がある (Alon et al., 1995; 
Saint-Geniez et al., 2004)。 
	 現在、日本の臨床現場では、DR に関連する治療法として、レーザー光凝固術
や硝子体手術などの外科的治療の他、副腎皮質ステロイド薬及び抗 VEGF 薬の
硝子体内投与による薬物治療が行われているが (Ogura et al., 2016)、それら薬物
治療の適応は、糖尿病黄斑浮腫に限られている。糖尿病黄斑浮腫に対して、上
述の薬物治療が良好な治療成績を示す (Ogura et al., 2014; Brown et al., 2015) 一
方で、副腎皮質ステロイド薬の硝子体内投与では、白内障 (17.8%)、眼圧上昇 
(20.0%) 及び眼内炎 (頻度不明) などが、抗 VEGF 薬の硝子体内投与では、眼














Table 2  DR に関連する薬物治療法とその問題点 

























ッグリポジショニングというが (Li and Jones, 2012)、新規化合物の開発と比較す
ると、臨床応用されるまでに要する期間が短く、費用も抑えることができる。
また、既存医薬品には、安全性や薬物動態に関する豊富なデータが存在し、そ








降圧薬である Ca 拮抗薬 (amlodipine 及び nicardipine) の効果について検討し
た。次いで、第二章では、近年、血管新生抑制作用が報告されている抗てんか














それに対する Ca 拮抗薬 (amlodipine 及び nicardipine) の効果 
 
1-1. 緒言 
























めの約 1 週間で網膜表層の血管網が形成される。そして、3 層からなる網膜血
管網の全体は、生後約 3 週間で構築される (Stone et al., 1995; Dorrell et al., 2002; 










Figure 2  マウス網膜の表層血管網の形成 
血管内皮細胞マーカーである抗 CD31 抗体を用いて、3, 5 及び 7 日齢のマウス網膜を
蛍光免疫染色した whole-mount 標本を示している。マウスの網膜血管は、出生直後に
視神経乳頭より新生を開始し、初めの約 1 週間で網膜表層の血管網が形成される。
Scale bar: 500 µm. 
 
	 発達期の網膜血管は、高酸素曝露や VEGF 作用の消失に対し高い感受性を示
し、新生仔期のマウスへの高酸素曝露や VEGFR 阻害薬の投与は、網膜におけ
る血管内皮細胞死を誘導し、毛細血管を退縮させることが示されている (Ozaki 
et al., 2000; Gu et al., 2002)。 
	 DR における異常血管新生と類似した、硝子体側へと逸脱した異常新生血管 
(血管瘤) が形成される実験モデルとして酸素誘導網膜症モデル (OIR モデル) 
がある (Smith et al., 1994; Connor et al., 2009; Stahl et al., 2010)。OIR モデルは、
網膜異常血管新生の発生機序の解析やそれを抑制する薬物の探索を目的とした
研究に世界中で広く用いられている。 
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る (Higgins et al., 1999; Lobov et al., 2011)。そこで、強い血管拡張作用を有する






雌雄の ICR マウス (8 週齢) を Charles river laboratories (Kanagawa, Japan) か
ら購入した。雌マウスと雄マウスを自由摂食・自由飲水可能なケージ内で 12 時
間の明暗サイクルで馴化させた後に同居させた。妊娠したマウスは個別のケー




	 大気下で飼育していた P7 のマウスを酸素濃度を 80% に保ったチャンバー
内で 24 時間、母マウスと共に自由摂食・自由飲水可能なケージで飼育した。
チャンバー内の酸素濃度は酸素コントローラー (ProOx; Biospherix, Redfield, NY, 
USA) で維持した。チャンバーの壁には直径 1 cm 程度の換気口を開け、チャン
バー内の二酸化炭素濃度及び温度の上昇を防いだ。そして、チャンバー内にシ
リカゲルを置いて、チャンバー内の湿度の上昇を防いだ。高酸素曝露前、高酸













1-2-3. Amlodipine 及び nicardipine 懸濁液の調製 
	 Ca 拮抗薬  である  amlodipine (Wako Pure Chemical, Osaka, Japan) 及び 
nicardipine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) は、0.5% methylcellulose 水溶液で 
1 mg/mL の濃度になるように懸濁した。マウス背部皮下に体重 1 g あたり 10 


















Figure 4  Nicardipine (5-O-[2-[benzyl(methyl)amino]ethyl] 3-O-methyl 2,6-dimethyl-4- 
(3nitrophenyl)-1,4-dihydropyr idine-3,5-dicarboxylate) の構造式 
 
1-2-4. 薬物処置 
	 高酸素曝露開始 6 時間後にマウスをチャンバー内から取り出し、amlodipine 
(10 mg/kg, s.c.) 又は nicardipine (10 mg/kg, s.c.) を単回投与した。薬物投与のため
にマウスをチャンバー外に置く時間を 30 分間と統一した。その後、高酸素曝


























	 マウスに pentobarbital sodium (50 mg/kg, i.p.) を投与して麻酔した後、速やか
に胸腔を開き、左心室を小さく切開した。そして、1 cm の長さに切断した 22G 
の金属性注射針を大動脈起始部に保持した。右心耳を切開した後、組織固定液 
(1% paraformaldehyde 含有 PBS) を全身性に灌流し、組織を固定した。眼球を摘





膜及び硝子体を除去して網膜を単離した。単離した網膜を更に一晩、4℃ の 4% 
paraformaldehyde 含有 PBS 中で固定した。翌日、網膜を −20℃ 下で長期保存で
きるように、methanol 処理を行った。Methanol を、PBTw (0.1% Tween 20 含有 
PBS) を用いて、25%、50%、75% の濃度に調製し、網膜を薄い濃度から順に濃




	 冷凍庫内  (−20℃) で、100% methanol 中に保存してあった網膜を、0.5% 
TritonX-100 含有 PBS (PBS-T) で 10 分毎に合計 3 回振とうしながら洗浄し
た。PBS-T により洗浄した網膜を 2 mL チューブに移し、0.22 µm のフィルタ
ーで濾過した 5% normal goat serum 含有 PBS-T で 30 分間ブロッキングし、各
種一次抗体を所定の濃度になるように 5% normal goat serum 含有 PBS-T で希
釈し、網膜と一晩振とう反応させた。 
一次抗体は、血管内皮細胞に対して rat monoclonal anti-mouse CD31 antibody 
(1:500, clone MEC 13.3; BD Biosciences, San Diego, CA, USA)、血管基底膜の構成
成分である type IV collagen に対して rabbit polyclonal anti-type IV collagen 
 11 
antibody (1:8000; Cosmo Bio, Tokyo, Japan)、ペリサイトの構成成分である 
neuron-glial antigen 2 (NG2) に対して rabbit polyclonal anti-NG2 antibody (1:500; 
Millipore, Billerica, MA, USA)、血管平滑筋の構成成分である α-smooth muscle 
actin (α-SMA) に対して Cy3-conjugated monoclonal anti-α-SMA antibody (1:500; 
Sigma-Aldrich) を用いた。 
二 次 抗 体 は 、 抗  CD31 抗 体  に 対 し て  Fluoresceinisothiocyanate 
(FITC)-conjugated AffiniPure goat anti-rat IgG (H+L) antibody (1:400; Jackson 
Immuno Research Labs, West Grove, PA) 又は  Cy3-conjugated AffiniPure goat 
anti-rat IgG (H+L) antibody (1:400; Jackson Immuno Research Labs)、抗 type IV 
collagen 抗体に対して  FITC-conjugated AffiniPure goat anti-rabbit IgG (H+L) 
antibody (1:400; Jackson Immuno Research Labs)、抗 NG2 抗体に対して Alexa 
Fluor 647-conjugated AffiniPure goat anti-rabbit IgG (H+L) antibody (1:400; Jackson 
Immuno Resarch Labs) を 5% normal goat serum 含有 PBS-T で希釈して 3 時間
反応させた。その後、網膜を 10 分毎に合計 3 回 PBS-T で洗浄し、10 分間 4% 
paraformaldehyde 含有 PBS に浸漬した。最後に網膜を 10 分毎に 3 回 PBS で
洗浄し、スライドグラス上に広げて VECTASHIELD® Mounting Medium (Vector 









解析ソフト ImageJ (version 1.51) (http://rsb.info.nih.gov/ij/) を用いた。 
 
 12 
毛細血管密度の評価：蛍光顕微鏡の 10 倍の対物レンズで画像 (1449 µm x 1091 
µm) を取得し、その後、画像を連結した。そして、Figure 5 のように、視神経















Figure 5  毛細血管密度、血管径及び血管分岐数の評価方法   
高酸素曝露前のマウス網膜を血管内皮細胞マーカーである抗 CD31 抗体を用いて蛍光
免疫染色した whole-mount 標本を示している。白色の点線で網膜の各領域の境界を、





総ピクセル数で除して NG2 陽性のペリサイト密度を算出した。 
 
血管径の評価：毛細血管密度の評価において使用した画像を用いて、網膜中心


































るように画像 (1449 µm x 1091 µm) を 20~35 枚取得した。それらの画像を連結
して網膜全体を示す画像を得た (Fig. 6)。網膜表層領域の面積 (ピクセル数) に









Figure 6  無血管領域の評価方法 
高酸素曝露開始 24 時間後 (P8) のマウス網膜を血管内皮細胞マーカーである抗 CD31 
抗体で蛍光免疫染色した whole-mount 標本を示している。白色の点線で網膜表層領域
を、黄色の点線で無血管領域を示している。Scale bar: 500 µm. 
 
1-2-10. 統計解析 
	 データは平均値±標準誤差で示した。2 群間の比較には t-test を行い、多群
間の比較には one-way ANOVA を行った後、Tukey’s test を行った。それらの解











	 まず、P7 のマウスを高酸素 (80%) 環境下で飼育し、高酸素曝露が網膜血管
に及ぼす影響について、血管内皮細胞マーカーである抗 CD31 抗体を用いた蛍
光免疫染色により検討した。 
	 高酸素曝露開始 6 時間後より、網膜の中心領域から中間領域にかけて存在す
る毛細血管が退縮し始め、高酸素曝露開始 24 時間後では、網膜中心領域に顕
著な無血管領域が形成された。一方、網膜末梢領域の血管網は、高酸素曝露の
影響をほとんど受けなかった (Fig. 7A, B)。 
	 網膜の各領域 (中心、中間及び末梢領域) の毛細血管密度を定量した結果、高
酸素曝露により、中心及び中間領域の毛細血管密度は、高酸素の曝露時間に依
存して減少するものの、末梢領域の毛細血管密度は、高酸素曝露の影響をほと






























0 h 	 (24 h)
	
24 h12 h6 h0 h 
a b















Figure 7  高酸素曝露による網膜毛細血管の退縮 
A: 高酸素曝露前 (a) 及び高酸素曝露開始 24 時間後 (b) のマウス網膜を抗 CD31 抗
体で蛍光免疫染色した whole-mount 標本を示している。B: 高酸素曝露後の網膜血管の
経時変化を示している。C: 高酸素曝露による網膜の各領域 (中心、中間及び末梢領域) 
における毛細血管密度の変化を示している。高酸素曝露により、網膜の中心及び中間領
域における毛細血管密度は減少したが、末梢領域の毛細血管密度は、高酸素曝露の影響






















































と基底膜のマーカーである抗 type IV collagen 抗体を用いて蛍光免疫染色を行
うことにより、血管内皮細胞の傷害について検討することとした。 
	 高酸素曝露前の網膜では、type Ⅳ collagen 陽性の基底膜は、ほぼ全ての 
CD31 陽性の血管内皮細胞から構成される血管を包むように存在していた (Fig. 
8Aa, d, g)。 
	 高酸素曝露開始 6 時間後では、血管内皮細胞を欠いた基底膜のみの血管様構
造が観察され始めるようになり (Fig. 8Ab, e, h)、それは、高酸素曝露開始 12 時
間後において著しく増加した (Fig. 8Ac, f, i)。 
	 また、高酸素曝露開始 6 時間後より、動脈径の減少が観察されたのに対し、
静脈径は、高酸素曝露の影響を受けなかった (Fig. 8Ab, e, h, B)。高酸素曝露開始 
12 時間後においても、動脈径の減少は認められた (Fig. 8Ac, f, i, B)。 
	 さらに、高酸素曝露開始 6 時間後では、動脈のみにおいて、分岐数が減少し
たが (Fig. 8Ab, e, h, C)、高酸素曝露開始 12 時間後になると、動脈及び静脈の両
























Figure 8  高酸素曝露が網膜の血管内皮細胞、基底膜及び動静脈に及ぼす影響 
A: 高酸素曝露前 (a, d, g)、高酸素曝露開始 6 (b, e, h) 及び 12 (c, f, i) 時間後のマウス網
膜を抗 CD31 抗体及び抗 type IV collagen 抗体で蛍光免疫染色した whole-mount 標本
を示している。白色の矢尻で血管内皮細胞を欠いた基底膜のみの血管様構造を示してい
る。B, C: 動静脈の径 (B) 及び分岐数 (C) の定量結果を示している。高酸素曝露によ
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されなかった (Fig. 9Ab, f)。一方、NG2 陽性のペリサイトは、ほぼ全ての血管
において認められた (Fig. 9Ac, g)。 
	 高酸素曝露開始 12 時間後では、前述したように、網膜中心領域において 
CD31 陽性の血管内皮細胞が消失した。そして、それに伴い NG2 陽性のペリサ
イトが消失している様子が観察された。一部の血管様構造において、血管内皮
細胞が消失しているものの、NG2 陽性のペリサイトが残存していた (Fig. 9Be-h)。
一方、網膜末梢領域においては、血管内皮細胞同様、NG2 陽性のペリサイトに
おいても高酸素曝露による大きな変化は生じなかった (Fig. 9Ba-d)。 
	 高酸素曝露開始 12 時間後における CD31 陽性の血管内皮細胞及び NG2 陽
性のペリサイトの area density を定量すると、CD31 陽性の血管内皮細胞の方が
減少の程度が有意に大きいことが示された (Fig. 9C)。 
	 また、高酸素曝露開始 12 時間後において、α-SMA 陽性のペリサイトで覆わ




















































































Figure 9  高酸素曝露が網膜の血管内皮細胞及びペリサイトに及ぼす影響 
A: 高酸素曝露前、B: 高酸素曝露開始 12 時間後のマウス網膜を抗 CD31 抗体、抗 
α-SMA 抗体及び抗 NG2 抗体で蛍光免疫染色した whole-mount 標本を示している。白
色の矢印で血管内皮細胞が脱落した後に残存している NG2 陽性のペリサイトを、ピン
ク色の矢尻で動脈の分岐部が収縮している様子を示している。C: 網膜中心及び末梢領
域の CD31 及び NG2 の area density を定量した結果を示している。高酸素曝露開始 
12 時間後では、網膜中心領域において、NG2 より先に CD31 の area density が減少
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1-3-4. 高酸素曝露により誘導される網膜血管の変化に対する amlodipine 及び 
nicardipine の効果 
	 次に、高酸素曝露により誘導される網膜血管の変化に対する amlodipine 及び 
nicardipine の効果について検討した。 
	 Vehicle 投与群及び amlodipine 投与群のどちらにおいても、高酸素曝露開始 
24 時間後において、網膜中心領域に顕著な無血管領域が形成された。しかしな
がら、無血管領域の面積は、vehicle 投与群と比較し、amlodipine 投与群におい
て、有意に小さかった (Fig. 10A, D)。 
	 高酸素曝露開始 12 時間後における網膜中心領域の毛細血管密度の減少は、
amlodipine 投与により、小さいながらも有意に抑制されることが示された (Fig. 
10C)。また、高酸素曝露による動脈の径及び分岐数の減少も、amlodipine 投与
により僅かだが有意に抑制された (Fig. 10B, E, F)。 
	 他の Ca 拮抗薬である nicardipine を用いた場合においても、amlodipine を用
いた場合とほぼ同様な結果が得られたが、nicardipine は、無血管領域の形成に
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Figure 10  高酸素曝露により誘導される網膜血管の変化に対する amlodipine の効果 
A, B: 高酸素曝露前及び高酸素曝露開始 12 時間後 (vehicle 又は amlodipine 投与 6 
時間後) におけるマウス網膜を抗 CD31 抗体で蛍光免疫染色した whole-mount 標本の
全体像 (A) 及び中心領域の拡大像 (B) を示している。無血管領域を黄色の点線で示し
ている (A)。C-F: 網膜中心領域の毛細血管密度 (C)、無血管領域 (D)、動静脈の径 (E)、
動静脈の分岐数 (F) を定量した結果を示している。高酸素曝露による網膜中心領域の
毛細血管密度の減少、無血管領域の形成、動脈の径及び分岐数の減少は、amlodipine 投
与により抑制された。Scale bars: 500 µm (Ab), 200 µm (Bc). *p < 0.05 vs. 0 h; †p < 0.05.   
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Figure 11  高酸素曝露により誘導される網膜血管の変化に対する nicardipine の効果 
A, B: 高酸素曝露前及び高酸素曝露開始 12 時間後 (vehicle 又は nicardipine 投与 6 
時間後) におけるマウス網膜を抗 CD31 抗体で蛍光免疫染色した whole-mount 標本の
全体像 (A) 及び中心領域の拡大像 (B) を示している。無血管領域を黄色の点線で示し
ている (A)。C-F: 網膜中心領域の毛細血管密度 (C)、無血管領域 (D)、動静脈の径 (E)、
動静脈の分岐数 (F) を定量した結果を示している。高酸素曝露による網膜中心領域の
毛細血管密度の減少、動脈の径及び分岐数の減少は、nicardipine 投与により抑制された。











































































0 h 0 h 0 h
0 h 0 h
6 h 18 h 6 h after 6 h after


















管の変化  (毛細血管の退縮、動脈の径及び分岐数の減少 ) が  Ca 拮抗薬 
(amlodipine 及び nicardipine) の投与により抑制された点、が明らかとなった。  
	 高酸素曝露により網膜中心領域の毛細血管が退縮したことは、過去の報告と
一致していた (Claxton et al., 2003; Lobov et al., 2011)。新生仔期のマウスの網膜血
管は、高酸素曝露や VEGF の減少に対して高い感受性を示すが、個体の成熟 
(日齢の増加) に伴い、その感受性は低下し、3 週齢以降のマウスでは、高酸素
曝露や VEGF シグナルの阻害による毛細血管の退縮は、ほとんど観察されなく
なることが示されている (Ozaki et al., 2000; Gu et al., 2002)。本章では、新生仔期
のマウスに高酸素を曝露することによって引き起こされる網膜毛細血管の退縮














わち、高酸素曝露により、1) 網膜における VEGF の発現が減少した可能性、
及び 2) 網膜の血流障害が生じた可能性、を考えることができる。 
	 まず、高酸素曝露により、網膜における VEGF の発現が減少した可能性につ
いては、新生仔期のマウスにおいて、網膜血管の起始部である視神経乳頭付近
及び酸素分圧の高い血液が循環する網膜の動脈の周囲では、VEGF mRNA の発
現が減少していること、及びその際に VEGF mRNA が減少する領域は、曝露す
る酸素の濃度上昇 (20, 40 及び 80%) に伴い拡大すること、そして、高酸素曝
露による VEGF mRNA の減少は、網膜中心領域から中間領域の間に限られてお
り、毛細血管が退縮する領域と一致していること、が示されている (Claxton et al., 







(Frayser and Hickam, 1964; Takagi et al., 1996)。その詳細な機序は不明であるが、
血管平滑筋細胞において、高酸素は ATP 産生を増大させ、細胞膜の脱分極を促
し、電位依存性 Ca2+ チャネルを開口させることにより、細胞内 Ca2+ 流入を促




る血流障害が生じている可能性を示している。また、Ca 拮抗薬である nifedipine 
処置により、高酸素曝露による摘出ヒト肺動脈の収縮が抑制されることが示さ
れている (Ariyaratnam et al., 2013)。本研究では、新生仔期のマウスに Ca 拮抗






	 DM 患者では、DR の発症以前又は発症初期において、網膜の動脈の収縮に
起因する血流障害が生じることが示されている (Bursell et al., 1996; Wong et al., 
2002)。そして、その後、毛細血管が退縮し、虚血領域が形成され、さらに病態
が進行すると、網膜虚血により誘導される VEGF などの血管新生促進因子によ





















酸素誘導網膜症モデル (OIR モデル) マウスにおける 







	 DR で観察されるような硝子体側へと逸脱した異常新生血管が誘導される 
OIR モデルを作製するプロトコールについては、Smith ら (1994 年) が考案し
たものが広く用いられている。すなわち、P7 から P12 までの 5 日間、マウス
に 75% 酸素を曝露し、網膜の毛細血管を退縮させ、無血管領域を形成させる。
そして、P12 から P17 まで、マウスを通常大気下で飼育することで、相対的な
低酸素状態に陥らせ、無血管領域に血管を再形成する正常血管新生と硝子体側
へと逸脱した血管瘤を形成する異常血管新生とを生じさせるというものである 
(Smith et al., 1994; Connor et al., 2009; Stahl et al., 2010)。また、マウスを 5 日間で
はなく、3 日間、高酸素に曝露するだけでも、網膜の毛細血管は十分に退縮す
ることが示されている (Lange et al., 2009; Yagasaki et al., 2014; Iizuka et al., 2015)。
そこで、本章では、マウスを 3 日間 80% 酸素に曝露し、その後、5 日間、通

















Figure 12  高酸素曝露によるマウス網膜の毛細血管の退縮と、その後の異常血管新生 
A: 高酸素曝露前 (P7)、B: 高酸素曝露終了直後 (P10)、C: 高酸素曝露終了 5 日後 (P15)。
高酸素曝露により、網膜中心領域に無血管 (低酸素・虚血) 領域が形成された (白色点
線領域)。その後、再び、通常大気下で飼育することにより無血管領域への血管新生が
生じ、それと共に血管瘤 (C: 白色四角、拡大像) が形成された。血管瘤の形成は、高酸
素曝露終了 5 日後において最大となった。Scale bar: 500 µm (C). 
 
	 VPA は、代表的な抗てんかん薬であり、GABA トランスアミナーゼ阻害作用
や電位依存性 Na+ チャネル遮断作用などを介して、てんかん発作を抑制すると
考えられている (Pinder et al., 1977; Bruni and Wilder, 1979; Van den Berg et al., 
1993)。また、近年、VPA には、遺伝子の発現調節に関与するヒストン脱アセチ
ル化酵素 (histone deacetylase: HDAC) を阻害する作用が見出された (Göttlicher 
et al., 2001; Phiel et al., 2001)。 
	 VPA は、HDAC 阻害作用を介して、1) 培養血管内皮細胞の増殖・遊走・管
形成を抑制すること (Michaelis et al., 2004)、及び 2) マウスの腫瘍における血管
新生を抑制することが示されている (Zhang et al., 2014)。さらに、HDAC 阻害薬




る  VPA の効果を検討すると共に、比較のために  HDAC 阻害薬である 
vorinostat の効果についても検討した。 
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雌雄の ICR マウス (8 週齢) を Charles river laboratories から購入した。雌マ
ウスと雄マウスを自由摂食・自由飲水可能なケージ内で 12 時間の明暗サイク
ルで馴化させた後に同居させた。妊娠したマウスは個別のケージへ移し、出生
したマウスの P7 から P15 までのものを使用した。 
 
2-2-2. OIR モデル の作製 
	 通常大気下で飼育していた P7 のマウスを酸素濃度を 80% に保ったチャン
バー内で 3 日間母マウスと共に自由摂食・自由飲水可能なケージで飼育した。
チャンバー内の酸素濃度は酸素コントローラー (ProOx; Biospherix) で維持した。
チャンバーの壁には直径 1 cm 程度の換気口を開け、チャンバー内の二酸化炭
素濃度及び温度の上昇を防いだ。そして、チャンバー内にシリカゲルを置いて、
チャンバー内の湿度の上昇を防いだ。3 日間の高酸素曝露後 (P10)、通常大気下
に戻して P15 まで飼育した。 
 
2-2-3. 薬液調製 
1) Valproic acid 
	 Valproic acid (Sigma-Aldrich) は、生理食塩水で 5 mg/mL, 10 mg/mL 及び 15 
mg/mL の濃度になるように溶解し、それぞれをマウス背部皮下に体重 1 g あた













	 HDAC 阻害薬 である vorinostat (LC Laboratories, Woburn, MA, USA) は、
100% の DMSO に 30 mg/mL 及び 60 mg/mL の濃度になるように溶解し、
0.5% methylcellulose 水溶液で 5 mg/mL 及び 10 mg/mL の濃度になるように希
釈した。それぞれをマウス背部皮下に体重 1 g あたり 10 µL を投与した。対照





Figure 14  Vorinostat (N'-hydroxy-N-phenyloctanediamide) の構造式 
 
2-2-4. 薬物処置 
	 VPA (5, 10 又は 15 mg/kg/day, s.c.) 及び vorinostat (5 又は 10 mg/kg/day, s.c.) 




	 1-2-5. 組織固定の項に準じて行った。 
 
2-2-6. 網膜の単離 















	 1-2-7. 免疫染色の項に準じて行った。 
	 一次抗体として、血管内皮細胞に対して  rat monoclonal anti-mouse CD31 
antibody (1:500, clone MEC 13.3; BD Biosciences)、mammalian target of rapamycin 
(mTOR) 活性の指標としてのリン酸化  S6 に対して  rabbit monoclonal 
anti-phosphorylated ribosomal protein S6 (pS6) antibody (1:200; Cell Signaling 
Technology, Danvers, MA, USA) を用いた。 
	 二次抗体として、抗 CD31 抗体 に対して Cy3-conjugated AffiniPure goat 
anti-rat IgG (H+L) antibody (1:400; Jackson Immuno Research Labs)、抗 pS6 抗体に
対して Alexa Fluor 488-conjugated AffiniPure goat anti-rabbit IgG (H+L) antibody 
(1:400; Jackson Immuno Research Labs) を用いた。 
 
2-2-8. 蛍光画像の取得 
蛍光顕微鏡  (BZ-9000; KEYENCE) 及び共焦点レーザー顕微鏡  (LSM710; 














無血管領域への血管新生の評価： 蛍光顕微鏡の 10 倍の対物レンズで網膜の全
領域が含まれるように画像 (1449 µm x 1091 µm) を 35〜42 枚取得した。それら
の画像を連結して網膜全体を示す画像を得た (Fig. 15)。網膜表層領域の面積 (ピ
クセル数) に対する、網膜表層領域から無血管領域を除いた面積 (ピクセル数) 





Figure 15  無血管領域への血管新生の評価 
高酸素曝露後の P15 のマウス網膜を抗 CD31 抗
体で蛍光免疫染色した whole-mount 標本を示して
いる。黄色の点線で網膜表層領域を、白色の点線で
無血管領域を示している。Scale bar: 500 µm. 
 
血管瘤の評価： 蛍光顕微鏡で、血管瘤が存在している領域の画像 (1449 µm x 
1091 µm) を取得した。画像内の 90 µm x 120 µm の領域を選択し、蛍光強度の
違いを指標として、血管瘤を選択し (Fig. 16, 白色点線領域)、そのピクセル数を






Figure 16  血管瘤の評価 
高酸素曝露後の P15 のマウス網膜の拡大像を示している。白色の
点線で血管瘤領域を示している。Scale bar: 100 µm. 
 
2-2-10. 統計解析 
	 データは平均値±標準誤差で示した。多群間の比較には one-way ANOVA を
行った後、Tukey's test を行った。それらの解析には、GraphPad Prism 6 を用い














	 高酸素曝露を終了した直後の P10 では、網膜中心領域において毛細血管が退
縮し、顕著な無血管領域が形成された (Fig. 17Aa, Ba)。その後、通常大気下にお
いて 5 日間飼育した P15 では無血管領域が小さくなった (Fig. 17Ab, Bb)。 
	 Vehicle を投与された P15 のマウスでは、顕著な網膜血管瘤が観察された 
(Fig. 17Ab, Bb-b’)。一方、VPA を投与された P15 のマウスでは、血管瘤の形成
が抑制された (Fig. 17Ac, Bc-c’)。 




	 HDAC 阻害薬である vorinostat も同様に、血管瘤の形成は抑制したものの、
無血管領域への血管新生には影響を及ぼさなかった (Fig. 18)。 
	 血管瘤の形成は、VPA 及び vorinostat の最高用量を投与した場合においても、





























P10 Vehicle (saline) Valproic acid (150 mg/kg) 
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Figure 17  OIR モデルマウスにおける網膜の血管新生に対する VPA の効果 
高酸素曝露終了直後の P10 と P10 から vehicle 又は VPA (150 mg/kg, s.c.) を 5 日間
投与されたマウスの網膜を抗 CD31 抗体を用いて蛍光免疫染色した whole-mount 標
本 (A, B) と血管瘤の形成 (C) 及び無血管領域への血管新生 (D) に対する VPA の効
果について定量した結果を示している。白色の四角で囲まれた範囲の拡大像を右側に示
している (B)。血管瘤の形成は、VPA により抑制されたが、無血管領域への血管新生
は VPA の影響を受けなかった。Scale bars: 1 mm (Aa), 250 µm (Ba), 100 µm (Ba’). *p < 




































































Figure 18  OIR モデルマウスにおける網膜の血管新生に対する vorinostat の効果 
高酸素曝露終了直後の P10 から vehicle 又は vorinostat (100 mg/kg, s.c.) を 5 日間投
与されたマウスの網膜を抗 CD31 抗体を用いて蛍光免疫染色した whole-mount 標本 
(A) と血管瘤の形成 (B) 及び無血管領域への血管新生 (C) に対する vorinostat の効果
について定量した結果を示している。白色の四角で囲まれた範囲の拡大像を右側に示し
ている (A)。血管瘤の形成は vorinostat により抑制されたが、無血管領域への血管新生
は vorinostat の影響を受けなかった。Scale bars: 250 µm (Aa), 100 µm (Aa’). *p < 0.05 vs. 















































































2-3-2. OIR モデルマウスの網膜における mTOR 活性に対する VPA 及び 
vorinostat の効果 
	 次に、VPA 及び vorinostat の網膜異常血管新生に対する抑制作用の機序を明
らかにするために、血管瘤における内皮細胞の VEGF 応答に対する両薬物の効
果について検討した。 
	 血管内皮細胞の VEGF 応答の評価には、網膜の新生血管内皮細胞において 
mammalian target of rapamycin (mTOR) 経路が VEGF 受容体の刺激により引き
起こされるシグナル経路の下流に位置し、増殖に関与している (Yagasaki et al., 
2014) ことを利用した。血管内皮細胞が VEGF により刺激されると mTOR 経
路が活性化し、下流の S6 タンパク質がリン酸化される (Yagasaki et al., 2014)。 
	 そこで、血管内皮細胞及びリン酸化 S6 (pS6) の抗体を用いて蛍光免疫染色し、
それらの共局在領域を VEGF により刺激されている血管内皮細胞であると定
義して評価した。 
	 CD31 陽性の血管瘤において、pS6 が顕著に認められたが、これは増殖能の
旺盛な血管内皮細胞において mTOR 経路が活性化していることを示している 
(Fig. 19A)。 
	 pS6 は、網膜実質の非血管細胞においても観察されたが、これらは、VPA の
影響を受けなかった (Fig. 19Ac, Bc)。 
	 一方、VPA は、血管瘤の形成を抑制すると共に、血管瘤における pS6 陽性
領域を減少させた (Fig. 19B)。 
	 しかしながら、vorinostat の場合は、血管瘤の形成を抑制したものの、血管瘤



























Figure 19  OIR モデルマウスの網膜における mTOR 活性に対する VPA の効果 
Vehicle (A) 又は VPA (150 mg/kg, s.c.) (B) を 5 日間投与された OIR モデルマウスの
網膜を抗 CD31 抗体及び抗 pS6 抗体を用いて蛍光免疫染色した whole-mount 標本を
示している。下段に上段の白色の四角で囲まれた範囲の拡大像を示している。白色の矢
印で血管瘤を、ピンク色の矢尻で pS6 陽性の非血管細胞を示している。Vehicle 投与
群と比較し、VPA 投与群において、血管瘤における pS6 陽性領域が減少することが示


























































Figure 20  OIR モデルマウスの網膜における mTOR 活性に対する vorinostat の	  
効果 
Vehicle (A) 又は vorinostat (100 mg/kg, s.c.) (B) を 5 日間投与された OIR モデルマウ
スの網膜を抗 CD31 抗体及び抗 pS6 抗体を用いて蛍光免疫染色した whole-mount 標
本を示している。下段に上段の白色の四角で囲まれた範囲の拡大像を示している。白色
の矢印で血管瘤を、ピンク色の矢尻で pS6 陽性の非血管細胞を示している。Vehicle 投
与群及び vorinostat 投与群のどちらにおいても、血管瘤における強い pS6 由来の蛍光






































	 本章では、次の 2 点、すなわち、OIR モデルマウスの網膜における 1) 異常
血管新生が VPA 及び HDAC 阻害薬である vorinostat の投与により抑制され
た点、及び 2) 異常新生血管の内皮細胞における S6 タンパク質のリン酸化が 
VPA により抑制された点、が明らかとなった。 
	 OIR モデルマウスの網膜において異常血管新生が誘導される過程には、網膜
における VEGF mRNA 及びタンパク質の発現増大が関与していること (Pierce 
et al., 1995)、そして、OIR モデルマウスにおける異常血管新生は、VEGFR チロ
シンキナーゼ阻害薬の硝子体内投与により、ほぼ完全に抑制されることが示さ
れている (Kim and Suh, 2017)。北里大学薬学部分子薬理学教室において、VEGFR 
チロシンキナーゼ阻害薬である KRN633 及び mTOR 阻害薬である rapamycin 
が新生仔期のマウスの網膜新生血管内皮細胞における S6 タンパク質のリン酸
化を抑制し、血管新生を抑制することが示されている (Yagasaki et al., 2014)。従
って、網膜の新生血管内皮細胞の増殖は VEGF に大きく依存していること、及
び血管内皮細胞における S6 タンパク質のリン酸化は、VEGF-mTOR 経路の活
性化の指標となること、が考えられる。今回、VPA は、網膜の異常血管新生を
抑制したが、正常血管新生には影響を及ぼさなかった。これらの結果から、網
膜の異常血管新生は VEGF に大きく依存しており、そして、そのため VPA に
より VEGF-mTOR 経路の活性化が抑制されると、異常血管新生が選択的に抑制
されたと考えられた。 
	 VPA が網膜の血管内皮細胞における VEGF-mTOR 経路の活性化を抑制し、
異常血管新生を抑制した機序として、3 つの可能性、すなわち、VPA が 1) 網
膜血管内皮細胞における VEGFR-2 の発現を減少させた可能性、2) 網膜血管内
皮細胞の VEGF への応答を減弱させた可能性、及び 3) 網膜における VEGF 
の産生細胞である神経節細胞、アストロサイト及びミュラー細胞に作用し、 
VEGF の産生量を減少させた可能性、が考えられる。 
	 VPA を含む HDAC 阻害薬がヒト臍帯静脈内皮細胞 (human umbilical vein 
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endothelial cells: HUVECs) における VEGFR-2 タンパク質の発現を抑制するこ
とが示されている (Hrgovic et al., 2017)。また、我々は、VPA 及び vorinostat が 
VEGF の有無に関わらず、HUVECs の細胞生存率を減少させることを見出して
いる (データは示していない)。そして、VPA は、各種腫瘍細胞 (神経膠腫細胞、
急性骨髄性白血病細胞、及び子宮頸癌細胞) における VEGF などの血管新生促
進因子の発現を抑制することも示されている (Osuka et al., 2012; Zhang et al., 






細胞においても S6 タンパク質がリン酸化されることが確認されており 
(Leibinger et al., 2012; Ichikawa et al., 2014)、これらの細胞は、血管新生に関与す
ることが示されている (Stone et al., 1995; Checchin et al., 2006; Sapieha et al., 
2008)。新生仔期のマウスに mTOR 阻害薬である rapamycin を投与すると、網
膜における血管及び非血管細胞の両方において、S6 タンパク質のリン酸化が抑
制されるが、一方で、VEGFR チロシンキナーゼ阻害薬である KRN633 は、網
膜の非血管細胞における S6 タンパク質のリン酸化には影響を及ぼさないこと
が示されている (Yagasaki et al., 2014)。これらの結果は、網膜の非血管細胞にお
ける S6 タンパク質のリン酸化は、VEGF に非依存的であることを示している。









HDAC 活性及び HDAC1 タンパク質の発現が増加すること、及び癌抑制遺伝子
である p53 及び von Hippel-Lindau (VHL) タンパク質の発現が減少すること、
そして、HDAC 阻害薬を処置すると p53 及び VHL タンパク質の発現減少が抑
制されることが示されている (Kim et al., 2001)。また、p53 及び VHL の発現が
増加すると、VEGF の発現に関わる転写因子である低酸素誘導因子の発現が抑
制されること (Krieg et al., 2000; Ravi et al., 2000)、及び p53 の発現を増加させる
と、マウス網膜の血管新生が抑制されること (Chavala et al., 2013)、そして、ア
ストロサイト特異的に VHL をノックアウトすると、マウス網膜において異常
血管新生が誘導されることも示されている (Weidemann et al., 2010)。これらの結
果は、本章における高酸素曝露後の相対的に低酸素状態である網膜においても、
p53 や VHL などの癌抑制遺伝子の発現が減少しており、その減少を VPA が 
HDAC 阻害作用を介して抑制した結果として、異常血管新生が抑制された可能
性が考えられる。  
	 VPA と vorinostat の HDAC 阻害作用の強さを比較してみると、HDAC1 に
対する IC50 は、VPA では 170 µM、vorinostat では 14 nM であり、vorinostat の
方が HDAC1 に対する阻害活性が強いことが示されている (Huber et al., 2011)。
この報告と一致するように、VPA と比較して vorinostat は、HUVECs の細胞生
存率を減少させる程度が大きいことが示されている (Michaelis et al., 2004; Kim 
et al., 2009)。一方、今回の検討においては、VPA と vorinostat の OIR モデル
マウスにおける網膜異常血管新生に対する抑制作用の程度に、大きな違いは認
められず、VPA を投与されたマウスの網膜においてのみ、異常新生血管の内皮
細胞における VEGF-mTOR 経路の活性化が抑制されていること (S6 タンパク




半減期は約 16 時間、一方、vorinostat のそれは約 2 時間である (Kelly et al., 
2005; Ibarra et al., 2013)。従って、新生仔期のマウスの背部皮下に VPA を投与
した場合、vorinostat を投与した場合よりも薬物の作用持続時間が長いと考えら











































	 第二章では、OIR モデルマウスにおいて観察される血管新生 (血管瘤の形成
及び無血管領域への血管新生) に対する VPA 及び HDAC 阻害薬である 
vorinostat の効果について検討した。VPA 及び vorinostat は、血管瘤の形成 (異
常血管新生) を抑制することが見出されたが、一方で両薬物は、無血管領域への
血管新生 (正常血管新生) には影響を及ぼさないことが示された。さらに、OIR 
モデルの血管瘤における VEGF-mTOR 経路の活性化 (S6 タンパク質のリン酸
化) が VPA により抑制されることも示され、増殖活性の高い血管瘤を形成する





















される用量 (体重 60 kg あたり) を比較すると、前者の方が数倍から数十倍多
いこととなる。これについては、主に医薬品において、実験動物の体表面積か
ら、ヒトでの同等な作用が発現する用量を算出されるために用いられるヒト等






ともあり、病態が緩徐に進行する DR では、高血圧症 (amlodipine 及び 
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